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Mycobacterium tuberculosis var. BCG（Tokyo 174 株）培養液を用いて検討した。 
 
対象と方法 
初めに DEP 前後の検体の菌量を測定することで捕捉率を算出し、最適な DEP の条
件を決定した。Optical density (OD) 530 nmで 0.10まで培養したM. tuberculosis var. BCG
培養液を導電率低値(10 µS/cm)のバッファーに置換した。検体 1 mL を 0.5 mL/h の連
続流で DEP チップに流入させ、容量 50 µL のチップに菌を捕捉した。DEP 前後の検
体の DNA 抽出を行い、菌量を定量的 real-time PCR で 16S rRNA 遺伝子を標的とする
primer (MTB-F と MTB-R) を用いて測定した。以上を 5 条件の周波数 (1, 50, 100, 150, 
200 kHz) で検討し、各条件での菌捕捉率を比較した。 
続いて通常法の loop-mediated isothermal amplification (LAMP)法（栄研化学）（60 µL
の検体を PURE DNA 抽出キットで DNA 抽出し、そのうちの 30 µL で LAMP を施行）
を、前述のバッファーで置換・希釈（1/1,000, 1/2,500, 1/5,000）した M. tuberculosis var. 
BCG の検体で行った。10 回連続で陰性結果を示した最小希釈検体 (1/5,000, 理論濃度 
103 cfu/ml)を DEP 法を用いた前処理法の検討に使用した。 
前述の結果で得られた最適な条件で DEP 法を用いた前処理を行った。1 mL の検体
を DEP チップ 50 µL に検体を濃縮させ、そのうちの 30 µL を直接 LAMP チューブに
移し LAMP を施行した。 
 
結   果 
DEP 法は周波数 100 kHz において捕捉率が 73.2–84.9%と最も高かった。 
従来の LAMP 法で 10 回連続陰性の結果であった 5,000 倍希釈検体において DEP 法
を用いた前処理後に LAMP を施行した結果、10 回中 8 回で陽性結果が得られ、検査
感度は優位に上昇した(p=0.0007)。 
 








でコーティングし、また 1% Tween 20 を含むバッファーを使用した。ピペット操作で
のロスも防ぐため LAMP を施行する際は DEP で捕捉された菌を DNA 精製なく直接
LAMP チューブに移した。 
 今回従来法においては計算上 1検査につき 30コピーのM. tuberculosis var. BCGが含
まれており LAMP における理論的な検出感度（0.38 genomes/tube）を上回るが、10 回
連続で陰性結果が得られた。実際の臨床検出感度は 102–103 cfu/ml と報告されており
今回の理論濃度と同等であった。 
 一方で、DEP 法においても 10 回中 2 回で LAMP 陰性であった。定量的 real-time PCR
による捕捉率の結果が示すように、DEP 法の前処理においても全ての菌を捕捉、回収
できていない。特に検出限界程度に菌量が少ない検体では前処理の過程で菌をロスし
てしまうと陰性結果となりうる。 
DEP を用いた前処理法を臨床検体に応用することは簡単ではない。結核菌の臨床検
体は粘性が強く、ヒト細胞成分等も多く含まれる喀痰が主である。喀痰検体では DEP
法に適した前処理法を新たに検討する必要がある。 
今回の研究では検体濃縮法を改良することで検査感度上昇に寄与することを示し
た。DEP 法を用いた濃縮法は菌量が少ない検体の結核菌核酸増幅法検査感度上昇に寄
与する可能性があり、この技術の活用により結核菌検査感度が更に高まることが期待
される。 
